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RESUMO 
 
 xxiv 
 
A falta de sono tem sido associada a diferentes alterações metabólicas: níveis 
elevados de grelina e corticosterona, níveis mais baixos de leptina e triglicerídeos, 
associado à perda de peso corporal, evidenciando um balanço energético negativo. 
Atualmente, diferentes protocolos para se estudar a falta de sono vêm sendo utilizados, 
principalmente em modelos animais. Com isso, o objetivo desse trabalho foi comparar 
três protocolos de privação de sono em camundongos e avaliar possíveis alterações 
metabólicas associadas a estes métodos. Para isso foram utilizados camundongos 
machos suíços, com 3 meses de idade, distribuídos em grupos: (a) privação de sono 
(PS) por 72h pelo método das plataformas múltiplas (b) privação de sono por 72h pelo 
método das plataformas múltiplas seguido de 24h de rebote (REB) (c) restrição de sono 
por 15 dias pelo método das plataformas múltiplas e (d) privação de sono total por 8h 
pelo método do gentle handling (GH). Foram analisados o peso corporal, a 
porcentagem de gordura periepididimal, glicose, triglicerídeos, lactato, glicogênio, 
corpos cetônicos e ácidos graxos livres. Observamos que independente do método 
utilizado ou da duração do protocolo, o metabolismo dos animais foi afetado. 
Comparados aos animais controles todos os grupos experimentais perderam peso 
corporal. O grupo PS apresentou níveis mais baixos de triglicerídeos, ácidos graxos 
livres, estoque de glicogênio hepático e massa gorda, enquanto os níveis de corpos 
cetônicos estavam elevados. Por outro lado, o grupo REB mostrou-se capaz de 
recuperar todos os parâmetros alterados pela privação de sono, exceto o peso e a 
massa gorda. O grupo RS apresentou alterações em apenas alguns fatores, 
mostrando-se o grupo que menos sofreu interferência decorrente da metodologia. 
Finalmente, o grupo GH mostrou menores concentrações de triglicerídeos e aumento 
de corpos cetônicos, além de ser o único grupo que apresentou menores níveis de 
lactato. Os dados obtidos sugerem que o grupo GH ativa mecanismos diferentes dos 
outros protocolos de obtenção de energia suficiente para compensar o déficit 
 xxv 
 
energético, enquanto a privação de sono pela plataforma apresentou-se como o 
protocolo mais agressivo. Por outro lado, o grupo RS parece ser a melhor opção para 
novos estudos envolvendo a falta de sono e o metabolismo. Nossos resultados são 
consistentes com outros trabalhos relatados na literatura, que indicam uma real 
mudança no perfil metabólico dos animais após diferentes períodos e metodologias de 
supressão de sono aplicados.           
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1. JUSTIFICATIVA E INTRODUÇÃO 
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Atualmente, grande parte da população relata dormir menos de 6 horas por 
dia. A jornada de trabalho e oportunidades da vida moderna diminuíram 
bruscamente o tempo de sono da população em geral. Para compreender as 
alterações provocadas pela falta de sono, muitos estudos têm sido conduzidos em 
modelos animais e mostram que a privação de sono pode ser realizada por 
diferentes métodos e por diferentes períodos, cada um com suas particularidades. 
Como consequência essa ausência de sono pode induzir diversas alterações no 
sistema imunológico, neuroendócrino, cardiovascular, nas funções cognitivas, no 
metabolismo energético, entre outros. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi 
observar o impacto da restrição, privação total e da privação específica de sono, por 
diferentes métodos, no metabolismo geral e hepático de camundongos, visando 
comparar as alterações decorrentes desses métodos e estabelecer parâmetros que 
possam auxiliar na escolha do modelo animal mais adequado para o estudo do 
sono.  
 
1.1. Sono 
Apesar de não ser estabelecido, o sono aparentemente tem um papel 
fisiológico essencial. Ainda é desconhecida sua função primária, no entanto, o fato 
da privação prolongada de sono em animais experimentais levar à morte indica que 
dormir é essencial para a sobrevivência (Rechstchaffen, 1998).  Além disso, o sono 
está presente em uma vasta gama de espécies animais e, considerando que esses 
períodos de repouso podem representar um risco à sobrevivência frente à atividade 
predatória, acredita-se que o sono possui uma enorme vantagem adaptativa 
(Maquet, 1995; Rechstchaffen, 1998). 
De acordo com Kleitman (1963), o sono é considerado um processo ativo, 
ligado funcionalmente à vigília, com a qual constitui o ciclo vigília-sono. Embora 
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represente um período de descanso, o sono corresponde a um fenômeno funcional 
e não homogêneo, com fases distintas e bem caracterizadas (Aserinsky e Kleitman, 
1953; Crick e Mitchison, 1983). Nos primeiros eletroencefalogramas (EEGs) 
registrados durante o sono de humanos, Berger (1929) descreveu o sono 
sincronizado ou NREM (non rapid-eyes moviment - sem movimento rápido dos 
olhos), também chamado de sono de ondas lentas, apresentando um padrão de 
ondas sincronizadas de alta amplitude e baixa freqüência (para revisão ver Steriade, 
1992). Rimbaud e colaboradores (1955) observaram a ocorrência de curtas fases 
dessincronizadas, que eram semelhantes ao padrão típico de atividade elétrica no 
hipocampo (ritmo teta). Essas fases constituem um estado de sono inteiramente 
distinto daquele com padrão sincronizado e são chamadas de sono REM (rapid-eye 
moviment – movimento rápido dos olhos), também denominadas de “sono 
paradoxal” (Jouvet, 1972), pois possuem padrão eletroencefalográfico análogo ao da 
vigília, porém associado à total ausência do tônus muscular (Jouvet & Michael, 
1959).  
Durante o período de sono, em seres humanos, normalmente ocorrem de 4 a 
6 ciclos com duração de 90 a 100 minutos cada, sendo cada um dos ciclos 
composto pelas fases do sono NREM, com duração de 45 a 85 minutos, e pela fase 
do sono REM, que dura de 5 a 45 minutos (Horne, 1980; Morrison, 1983). 
No ano de 1970, pesquisadores da Universidade de São Paulo estudaram 
minuciosamente o sono de ratos e revelaram que existia maior grau de semelhança 
com o sono de seres humanos do que se acreditava até então. Por se tratar de um 
animal naturalmente predado em seu habitat natural, tanto o rato como o 
camundongo possuem um padrão de sono polifásico, com ciclos sono-vigília 
freqüentemente irregulares. No entanto, os roedores apresentam quase todas as 
fases vistas nos seres humanos. É comum acontecerem despertares breves ao final 
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dos ciclos em roedores, característico dos animais naturalmente predados, enquanto 
que os animais predadores, como o homem, o gato e o cão, despertam raramente 
entre os ciclos e apresentam um padrão de sono monofásico. Ressalta-se, porém, a 
ocorrência de períodos de vigília e forte superficialização do sono (microdespertares) 
em seres humanos, não sendo característica exclusiva dos roedores (Timo-Iaria, 
1970). 
Nesses animais, os episódios de sono concentram-se frequentemente durante 
o período claro e a vigília durante o período escuro. Segundo Van Luijtelaar (1984), 
o rato dorme cerca de 62% do período claro e 33% do período escuro, totalizando 
em média 13 horas de sono por dia. E é durante a vigília que ele necessita realizar 
atividades como alimentação, procriação, interação social, entre outras (Timo-Iaria, 
1985).  
 
1.2 Sono e metabolismo 
 Várias estruturas cerebrais e moduladores neuroquímicos participam do ciclo 
vigília-sono (para revisão ver Stenberg, 2007). Dentre as regiões mais importantes 
encontra-se o hipotálamo, que além de participar do controle do ciclo vigília-sono é o 
principal responsável pelo controle do balanço energético (Willie et al, 2001).  Logo, 
uma forte relação foi estabelecida entre sono e metabolismo.  
A modulação hipotalâmica é feita através de neuropeptídeos, que por sua vez 
também tem participação comum entre o sono e a ingestão alimentar.  Diversos 
autores classificam esses neuropeptídeos em orexinérgicos - considerados 
estimulantes da fome/vigília ou anorexinérgicos - considerados inibidores de 
apetite/sono (para revisão ver Leite & Brandão-Neto, 2009).  Dentre eles, destacam-
se a orexina (também chamada de hipocretina), o hormônio concentrador de 
melanina (melanin concentrating hormone – MCH), transcrito regulado por cocaína e 
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anfetamina (cocaine- and amphetamine-regulated transcript – CART) e o 
neuropeptídeo Y (NPY) – todos orexinérgicos e a pró-opiomelanocotina 
(proopiomelanocortin – POMC) – anorexinérgico. Além de responder aos 
neuropeptídeos, o hipotálamo também responde a hormônios como a leptina, liberada 
principalmente pelo tecido adiposo branco e a grelina, secretada em maior quantidade 
pelo estômago (para revisão  Adamantidis e De Lecea, 2008).  
De maneira simplificada, baixos níveis circulantes de leptina aumentam a 
excitabilidade dos neurônios produtores de orexinas (Brudakov et al, 2005; Sakurai, 
2007), induzindo maior gasto energético pela ativação direta de NPY e indireta pela 
inibição de POMC/CART (Ma et al, 2007; Sakurai, 2007). Em curto prazo, a orexina 
promove sensação de fome e estimula a ingestão alimentar, possivelmente através 
da ativação de neurônios que produzem NPY (Backberg et al, 2002). Além disso, a 
orexina é considerada indutora de estado de alerta em mamíferos, mostrando-se 
altamente expressa em condições de vigília (Yamanaka et al, 2003). 
Por outro lado, os níveis aumentados de leptina em estado pós-prandial 
sendo detectada pelo núcleo arqueado no hipotálamo e o aumento de sua 
concentração circulante tem ação inibitória na produção de NPY, reduzindo assim a 
ingestão alimentar (Ahima & Osei, 2004). A leptina exerce um papel fundamental no 
controle do balanço energético, funcionando como um sinal de feedback negativo 
para o sistema nervoso central (SNC) na regulação do peso corporal através da 
redução da ingestão alimentar e estímulo do gasto energético (Zhang et al, 1994; 
Murphy et al., 1997). Estudos com roedores demonstraram que a leptina induz a 
lipólise tanto in vitro como in vivo (Siegrist-Kaiser et al., 1996; Frühback et al., 1998) 
carregando a mensagem de que as reservas de gordura são suficientes, 
promovendo uma redução na ingestão de fontes energéticas e induzindo o aumento 
de gasto de energia. Além disso, trabalhos feitos com animais knockout para o gene 
 6 
 
da leptina mostram que esses animais tinham seu sono fragmentado e com fases 
reduzidas, evidenciando a participação deste hormônio no ciclo vigília-sono 
(Laposky et al, 2006). 
 
Figura 1. Interações neuroendócrinas entre sono e metabolismo. Este diagrama simplificado ilustra 
as principais interações funcionais entre fome, alimentação e sono. As setas indicam relação 
excitatória, enquanto as linhas tracejadas indicam interação inibitória. Términos circulares significam 
relação inespecífica. ORX = neurônios que expressam orexina (Adaptado de Rolls et al, 2010) 
 
Em suma, podemos dizer que há uma interação evidente entre o ciclo vigília-
sono caracterizada pela relação entre as regiões ativadas, moduladores 
participantes e condições fisiológicas. A Figura 1 resume as vias envolvidas com as 
biomoléculas realcionadas.  
 
1.3 Privação de sono  
 A jornada de trabalho, atividades sociais e as oportunidades da vida moderna 
diminuíram bruscamente o tempo de sono, uma vez que o número de pessoas que 
relatam dormir menos de 6 horas por dia chegou a 20% da população americana 
(National Sleep Foudation, 2009). Na maioria das vezes, essa restrição acontece por 
um determinado período da noite e não é recuperada ao longo do próximo dia. Além 
disso, um estudo realizado no Brasil utilizando questionários com 2110 indivíduos 
destacou que aproximadamente 60% da população avaliada relatavam alguma 
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queixa de sono (Bittencourt et al, 2009). Essas queixas relacionadas à má qualidade 
do sono (seja conseqüente de algum distúrbio ou apenas de tempo de sono 
reduzido) geram impactos ligados a problemas de saúde pública como, por exemplo, 
a obesidade e o diabetes (para revisão ver Knutson et al, 2010). Considerando que 
mais de 50% da população tem sobrepeso (IBGE, 2010) e que diversos trabalhos 
descrevem a relação direta da falta de sono com o aumento de peso em humanos, 
torna-se cada vez mais importante avaliar quais as implicações metabólicas da falta 
de sono. 
Com isso, a privação de sono tornou-se a principal ferramenta de estudo que 
nos auxilia na compreensão da fisiologia e dos mecanismos de regulação do ciclo 
vigília-sono, além de ser um importante instrumento de elucidação direta dos 
impactos da falta de sono. Diversos trabalhos envolvendo seres humanos tentam 
nos dar respostas do porque dormimos. Normalmente, os trabalhos envolvem uma 
privação de sono total, impedindo os voluntários de dormir durante horas ou até 
mesmo dias consecutivos (Horne, 1978; Spiegel et al, 1999; Spiegel et al, 2004; 
Wehrens et al, 2010; Benedict et al, 2011), além daqueles que procuram apenas 
diminuir o tempo total de sono por dia, caracterizando o que chamamos de restrição 
de sono (Levine et al, 1988; Leproult & Van Cauter, 2011). Há também trabalhos que 
envolvem privações seletivas de fases do sono, como apenas o sono REM (Dement 
et al, 1966; Endo et al, 1998; Martins et al, 2010) ou sono de ondas lentas (Tasali et 
al, 2008). Para isso, são realizados experimentos controlados utilizando 
polissonografia para acompanhar as fases do sono e intervenção física para o 
despertar no momento específico.  
No entanto, nem sempre é possível obter uma resposta a partir de voluntários 
humanos. E embora os roedores apresentem um padrão diferente dos seres 
humanos durante o ciclo vigília-sono, a adoção de modelos animais em 
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experimentos de privação de sono tornou-se necessária, permitindo que fossem 
feitas também avaliações teciduais, celulares, genéticas, farmacológicas, 
neuronatômicas e comportamentais (Tufik et al, 1978; Hipólide et al, 2002; 
D’Almeida et al, 2005; Calegare et al, 2010; Tadavarty et al, 2011 ).  
Para realização da privação de sono em animais, há diferentes metodologias 
descritas na literatura, além de uma enorme gama de protocolos seguidos, variando 
em duração, manipulação e no tipo de sono suprimido. 
 Dentre os mais citados estão as plataformas múltiplas, uma adaptação do 
modelo criado inicialmente para gatos (Jouvet, 1964), que consiste em posicionar o 
animal sobre uma plataforma rodeada por água, e toda vez que o animal entra em 
estágio de sono REM consolida a atonia muscular e toca a água, despertando 
(Figura 2a). Apesar de privar principalmente de sono paradoxal, não é considerado 
um método seletivo, uma vez que priva cerca de 40% de sono de ondas lentas 
(Machado et al, 2004).  
Outro método bastante citado é o disco giratório, desenvolvido por 
Rechtschaffen (1983), onde dois animais (um controle - yoked e outro experimental) 
são posicionados sobre um disco rodeado por água, e por meio de registro 
polissonográfico é induzida a movimentação do disco quando detectado um estágio 
de sono, obrigando assim o animal a caminhar para não cair na água (Figura 2b). 
Embora seja um método bastante utilizado até os dias de hoje, tem como crítica 
principal o fato do animal controle também ser privado de sono, porém de maneira 
inespecífica. 
O gentle handling aparece em menores proporções na literatura, é um método 
considerado agudo, utilizado principalmente para a privação de sono total e por 
períodos mais curtos (Figura 2c). Embora alguns estudos mostrem que há um 
aumento significante nos níveis de corticosterona (Calegare et al, 2010; Zant et al, 
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2011), é bastante utilizado, inclusive em diversas espécies e consiste na aplicação 
de manipulações sutis com a ajuda de um pincel evitando que o animal durma, 
procurando causar o menor estresse possível (Frank et al., 1998). 
Alguns outros métodos menos citados são a esteira (Xu et al, 2010), onde 
animais são posicionados em esteiras que entram em movimento com intervalos 
cíclicos pequenos (3 segundos ligadas/12 segundos desligadas). Neste método 
existe um fator extra que é o esforço físico imposto a ambos os grupos, uma vez que 
o controle também fica na esteira, porém com intervalos maiores de descanso (15 
minutos ligadas/50 minutos desligadas) (Figura 2d).  O shaker orbital (Sinton et al, 
2009) que consiste em colocar caixas em shakers comuns, com monitoramento do 
animal e movimentação da caixa – bastante utilizado em protocolos de interrupção 
de sono (Figura 2e). E finalmente, a caixa mecânica utilizada por apenas um grupo, 
onde há um instrumento mecânico em constante movimento no interior da caixa 
(Figura 2f), forçando o animal a estar sempre alerta (Ramesh et al, 2009). 
 
 
Figura 2. Metodologias empregadas na privação de sono. A. Plataformas múltiplas (Machado et al, 
2004). B. Disco sobre a água (Rechtschaffen, 1983) C.Gentle handling (Frank et al, 1998) D. Esteira 
(Xu et al, 2010)  E. Shaker orbital (Sinton et al, 2009) F. Caixa mecânica (Ramesh et al, 2009) 
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1.4 Efeitos da privação de sono 
Estudos utilizando privação do sono demonstram claramente que este possui 
um mecanismo de regulação homeostática, sendo que se tem um nível ideal a ser 
mantido (Borbély & Achermann, 1999). Em humanos, o débito acumulado de sono 
está ligado a diversos problemas de saúde, como doenças metabólicas e 
cardiovasculares, além de também ser considerado um fator de risco para 
desenvolvimento de diabetes e hipertensão (Wolk, 2005, Leproult & Van Cauter, 
2010; Fung et al, 2011).  A falta de sono provoca prejuízos substanciais no 
desempenho físico e cognitivo. As tarefas cognitivas complexas e as com um 
componente substancial de vigilância sofrem redução da eficiência do 
processamento cognitivo devido à privação de sono (Ellenbogen et al, 2005). Além 
disso, essa condição resulta em uma lentificação do tempo de reação, uma menor 
vigilância, aumento nas distorções cognitivas (Krueger, 1989), o processamento de 
informações também é prejudicado, resultando em um aumento do tempo requerido 
para a tomada de decisões (Asken & Raham, 1983). O prejuízo cognitivo observado 
com a privação de sono pode, em parte, ser evidenciado por um decréscimo no 
metabolismo cerebral de glicose (Thomas et al, 1988).   
Outras consequências da privação de sono são: redução da responsividade 
atencional, declínio na habilidade em discriminar sinais, prejuízo de memória de 
curto prazo, alterações no humor (irritabilidade, estado confusional, estresse e 
fadiga); diminuição de motivação e interesse; diminuição da capacidade de 
concentração; aumento da falta de atenção e erros por omissão; aumento de 
sonolência; alterações metabólicas, endócrinas e quadros hipertensivos (Webb & 
Levy, 1984; Bonett, 1985; Spiegel et al, 1999; Browers & Lenders, 2000; Harrison et 
al, 2000). Hormônios, como por exemplo, a noradrenalina, prolactina, ACTH e GH, 
cuja secreção exibe um padrão circadiano, parecem modificar esse padrão de 
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periodicidade de secreção durante a perda de sono (von Treuer et al, 1996; 
Schüssler et al, 2006).  
Já trabalhos com animais mostraram que a privação de sono, por curtos e 
longos períodos, interfere na resposta a estímulos como estresse e inflamação, ciclo 
circadiano, regulação da proliferação celular, vias sinalizadoras, expressão de genes 
relacionados ao processo metabólico, entre outros (D’Almeida et al, 1998; Suchecki 
et al, 2002; Cirelli, 2002; Zager et al, 2007; Lungato, 2011; Visniauskas et al, 2011). 
Também foram observadas alterações como aparência debilitada, lesões de pele 
(Kushida et al., 1989), elevação dos níveis plasmáticos basais de corticosterona 
(Suchecki et al, 1998; Andersen et al, 2005; Hipólide et al, 2006; Calegare et al, 
2010) e dos níveis de citocinas pró-inflamatórias (Zager et al, 2007; Pandey & Kar, 
2011). As respostas bioquímicas durante a privação de sono ainda não estão bem 
estabelecidas, no entanto as evidências sugerem que ocorre um decréscimo da 
atividade tiroidiana (Gary et al, 1996). Outro aspecto interessante foi observado por 
Bergmann e colaboradores (1989), que demonstraram que a temperatura dos ratos 
aumenta de 0,5 a 1°C durante o primeiro dia de privação de sono, e, em privações 
mais longas, os animais desenvolvem hipotermia que piora em poucos dias. Um 
estudo dos perfis hormonais de ratas após a privação de sono mostrou que os 
hormônios sexuais respondem de forma diferente e, ainda, têm variação de acordo 
com a fase do ciclo estral (Antunes et al., 2006). 
Embora contraditório ao observado em humanos, uma consequência chave 
da falta de sono em animais é a perda de peso corporal associada ao aumento do 
consumo alimentar, característica do aumento do gasto energético induzido pela 
privação de sono (Everson et al., 1989; Kushida et al., 1989; Bergmann et al., 1989). 
Dados do nosso grupo mostraram que ratos privados de sono por 96h através da 
técnica da plataforma e recebendo ração peletizada, apresentaram alterações 
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metabólicas características do jejum: redução no peso do estômago e no estoque de 
glicogênio hepático, redução de triglicérides, aumento de corpos cetônicos e do 
colesterol de alta densidade (HDL).  Também foi encontrada uma redução nos níveis 
circulantes de insulina e leptina, e um aumento de grelina, glucagon e corticosterona 
(Martins et al, 2010). Foram também encontradas reduções de marcadores de 
estresse oxidativo hepático e aumento de proteínas de fase aguda, sem indicação 
de lesão hepática (Martins, 2007). Além disso, um estudo recente mostrou aumento 
nos níveis de enzimas hepáticas (ALT e AST) e de citocinas pró-inflamatórias no 
fígado depois de 96 horas de privação de sono – em proporção à extensão da perda 
de sono – indicando um estágio progressivo de inflamação hepática (Pandey & Kar, 
2011). Martins e colaboradores (2012) também mostraram que muitas das respostas 
metabólicas decorrentes da privação de sono são dependentes do tipo de dieta 
oferecida, resultando em um balanço energético negativo real. Foi demonstrado, por 
exemplo, que mesmo com o aumento de calorias na dieta, os efeitos metabólicos 
resultantes do balanço energético negativo, conseqüentes da falta de sono, não 
foram atenuados. Além disso, mesmo com a administração de uma dieta líquida e 
um menor desperdício de ração, ficou evidenciada a alta demanda energética 
decorrente da privação de sono. 
Essas alterações metabólicas, entre outras já citadas, foram atribuídas à 
perda de sono, no entanto podem também ser conseqüentes do procedimento 
realizado para privar o sono normal. Nesse sentido, é importante analisarmos os 
impactos metabólicos da falta de sono considerando diferentes metodologias. Com 
isso, o objetivo desse trabalho foi comparar as conseqüências de três diferentes 
protocolos de privação de sono, no peso corporal e em parâmetros metabólicos, 
correlacionando os achados de acordo com o protocolo realizado.  
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2.1. Objetivo Geral: 
Avaliar os efeitos da falta de sono no metabolismo de camundongos por meio 
de três protocolos distintos, a fim de comparar estes protocolos e estabelecer 
parâmetros que auxiliem na utilização de modelos experimentais em pesquisas 
sobre sono e metabolismo. 
 
2.2. Objetivos Específicos: 
 Verificar variações de peso nos animais submetidos a diferentes protocolos 
de redução de sono e comparar com os animais controles e com as condições 
anteriores ao protocolo realizado; 
 Correlacionar o estoque de tecido adiposo com o peso dos animais após a 
execução dos protocolos  
 Quantificar os níveis circulantes de glicose, lactato, triglicerídeos, ácidos 
graxos e corpos cetônicos após o três de protocolos de privação de sono;  
 Analisar a concentração de glicogênio hepático em todos os grupos 
experimentais. 
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3.1. Animais 
Foram utilizados camundongos suíços machos com três meses de idade (n= 
8-16 por grupo experimental). Os animais, provenientes do CEDEME (Centro de 
Desenvolvimento de Modelos Experimentais - UNIFESP) foram mantidos em sala 
com umidade e temperatura controladas (22  2ºC), em um ciclo de claro-escuro de 
12 h (7:00-19:00 h) antes de se iniciarem os experimentos. Água e comida foram 
fornecidas à vontade aos animais durante todo o período. Os experimentos foram 
realizados no Departamento de Psicobiologia da UNIFESP, Campus São Paulo. 
 
3.2 . Privação de Sono 
  A privação de sono foi feita a partir de duas metodologias: método das 
plataformas múltiplas adaptado para camundongos por da Silva e colaboradores 
(2004) e gentle handling descrito por Frank (1998).  
 
  3.2.1. Plataformas múltiplas 
  O método das plataformas múltiplas consiste em colocar um grupo de animais 
(n=6-8) em caixas (41cm x 34cm x 16.5cm) preenchidas com água, contendo 12 
plataformas de 3 cm de diâmetro, com nível de água 1cm abaixo da superfície das 
mesmas (Figura 3). Neste método, os animais eram capazes de se mover dentro da 
caixa, andando de uma plataforma para outra, além de não sofrerem isolamento 
social. O princípio dessa metodologia apóia-se no fato de que durante o sono, 
principalmente durante a fase de sono paradoxal, há atonia muscular fazendo com 
que os animais toquem na água e acordem. Comida e água foram fornecidas ad 
libitum através de uma grade colocada na parte superior do tanque de água (Silva et 
al, 2004). 
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  Figura 3. Privação de sono pelo método das plataformas múltiplas (Foto: Bruno Calegare) 
 
  3.2.2. Gentle Handling 
O método gentle handling (n=4 por caixa) consiste em manter o camundongo 
acordado por estímulos feitos com a ajuda de pincéis e troca periódica do lugar das 
caixas, toda vez que os animais adormecem (Frank, 1998). É feita por um período 
mais curto quando comparado as plataformas (4-8 horas, em média) e para privação 
de sono total. Água e comida foram fornecidas à vontade aos animais durante todo o 
experimento, através das grades dispostas entre as caixas e de ração disponível 
dentro das caixas (Figura 4).  
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   Figura 4. Privação de sono pelo método de Gentle handling. (Foto: Marina Marques) 
 
3.3. Grupos Experimentais 
 
  3.3.1. Privação de sono (PS)  
Os animais do grupo PS (n=8) foram privados de sono por 72 horas 
consecutivas pelo método das plataformas múltiplas. A privação teve inicio às 
10:00h do dia 0 e término as 10:00h do dia 3 (72h). Para manter o bem-estar dos 
animais, as caixas eram limpas todos os dias no período da manhã. A eutanásia 
desse grupo foi realizada imediatamente após as 72h de privação, por volta das 
10:00h. 
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3.3.2. Rebote (REB) 
Após permanecerem por 72h horas sobre as plataformas múltiplas, assim 
como o grupo PS, os animais do grupo REB (n=8) foram devolvidos a sua caixa 
moradia e foi permitido o sono livremente durante as 24h seguintes, caracterizando o 
rebote de sono após a falta do mesmo. A privação teve inicio às 10 horas do dia 0 e 
término às 10:00h do dia 3 (72h), quando foram transferidos para a caixa-moradia e 
mantidos até às 10:00h do dia seguinte, completando as 24 horas de rebote. Para 
manter o bem-estar dos animais, as caixas também eram limpas todos os dias no 
período da manhã. A eutanásia desse grupo foi realizada imediatamente após as 
24h de rebote, por volta das 10:00h. 
 
  3.3.3. Restrição de sono (RS) 
A restrição crônica de sono (n=8) foi realizada em um período de 15 dias 
consecutivos, pelo método das plataformas múltiplas. Todos os dias, os animais 
permaneciam nas plataformas por um período de 21 horas. No entanto, durante o 
intervalo das 10:00 às 13:00 horas, os animais eram devolvidos as suas caixas-
moradia sendo permitido o sono livremente. As caixas de privação eram limpas 
todos os dias, no intervalo de sono dos animais. A eutanásia desse grupo foi 
realizada imediatamente após o 15º dia de restrição, por volta das 10:00h. 
 
  3.3.4. Privação total de sono - Gentle handling (GH) 
Nesse grupo, os animais (n=8) foram privados totalmente de sono por um 
período de 8 horas consecutivas durante o período claro (início às 7:00 e término às 
15:00 horas) pelo método do gentle handling. A eutanásia desse grupo foi realizada 
imediatamente após as 8h de privação, por volta das 15:00h. 
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3.3.5. Controle (CT) e controle GH (CT GH) 
 Os animais controle (n=8) foram submetidos a todos os procedimentos pré e 
pós-privação, mas foram mantidos em suas caixas-moradia durante todo o período 
experimental. Água e comida foram fornecidas à vontade aos animais durante todo o 
experimento. Para os grupos PS, REB e RS foi considerado um único grupo controle 
(CT) uma vez que as condições durante os protocolos experimentais e o horário de 
eutanásia eram idênticos. Por outro lado, um segundo grupo controle foi criado para 
o grupo GH (CT GH), devido à diferença em relação aos outros grupos no horário da 
eutanásia. 
 
3.4. Biometria 
Durante todo o experimento, foi registrado o peso dos animais, colocando-os 
em um recipiente plástico circular de 20 cm de altura sobre uma balança (KERN – 
modelo 440-45). Os pesos foram medidos de acordo com cada protocolo, como 
segue: 
PS – Os animais foram pesados no dia de início do protocolo (dia 0) e após as 72 
horas de privação de sono (dia 3). Todas as pesagens foram feitas às 10:00h, 
aproximadamente. 
REB - Os animais foram pesados no dia de início do protocolo de privação de sono 
(dia 0), após as 72 horas de privação de sono (dia 3) e após as 24 horas de rebote. 
Todas as pesagens foram feitas às 10:00h, aproximadamente. 
RS – Os animais foram pesados no dia de início do protocolo de restrição de sono 
(dia 0) e ao longo de todo o experimento, com intervalos de 3 dias (dias 3, 6, 9, 12 e 
15).  Todas as pesagens foram feitas às 10:00h, aproximadamente. 
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GH – Os animais foram pesados antes do início do experimento (7:00h) e após as 8 
horas de privação de sono (15:00 horas). 
* Os grupos CT e CT GH foram pesados nos mesmos horários dos seus respectivos 
grupos experimentais. 
 O peso médio dos animais foi expresso em gramas (g). 
 
3.5. Eutanásia e processamento das amostras 
Todos os animais foram eutanasiados por decapitação. Foi coletado sangue 
para quantificação de marcadores metabólicos. Em seguida, o tecido adiposo 
periepididimal foi dissecado para pesagem e finalmente uma amostra de fígado foi 
retirada para dosagem de glicogênio hepático. Todo material foi armazenado a -80ºC 
até a realização dos procedimentos experimentais. 
 
3.5.1. Coleta e processamento de amostras 
O sangue foi coletado em tubos sem anticoagulante ou contendo heparina. As 
amostras colhidas foram mantidas no gelo até o momento da centrifugação para 
evitar qualquer alteração. Os tubos não heparinizados foram centrifugados a 3000 
rpm durante 10 min a 4°C, para separação do soro, que foi utilizado para os ensaios 
de corpos cetônicos e ácidos graxos livres. Nos tubos contendo heparina, o sangue 
total foi utilizado para quantificação de glicose total, lactato e triglicerídeos.  
Um corte transversal foi feito no lobo direito do fígado dos animais mantido 
em solução de hidróxido de potássio (30%) até a realização do ensaio de glicogênio. 
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3.6. Análise bioquímica 
3.6.1. Glicose, lactato e triglicerídeos 
Para as dosagens plasmáticas de glicose, lactato e triglicerídeos foi utilizado o 
aparelho Accutrend Plus (Roche). A medição fotométrica de reflexão foi realizada 
utilizando tiras testes específicas para cada um destes parâmetros sanguíneos. A 
quantidade de 15 µL de sangue total, coletado durante a eutanásia, foi inserida na 
área de aplicação do aparelho. A tira é iluminada por baixo por um diodo emissor de 
luz (LED). O constituinte a determinar a amostra aplicada é submetido a uma reação 
enzimática com a formação de cor e a intensidade da cor é medida iluminando a 
área de aplicação novamente com o LED. A intensidade de luz refletida é medida 
por um detector (fotometria de reflexão) e o valor medido é determinado pela 
potência do sinal da luz refletida, sendo também considerados o valor do branco 
previamente medido e a informação específica do lote (tira de código).  O resultado 
final fornecido pelo aparelho, para todas as dosagens, foi dado em mg/dL. 
 
3.6.2. Corpos cetônicos e ácidos graxos livres 
A determinação de corpos cetônicos e ácidos graxos livres no soro nos 
animais foi feita por meio de reação colorimétrica enzimática através de kits 
automatizados (WAKO Chemicals®).  
A dosagem de corpos cetônicos foi feita a partir do princípio enzimático 
cíclico, no qual há conversão de acetoacetao em 2-hidróxi-butirato e vice-versa, com 
produção de Thio-NADH, que é quantificado espectrofotometricamente a 405nm, 
indicando a quantidade de corpos cetônicos no soro. O resultado é expresso em 
µmol/L. 
Já a quantificação de ácidos graxos livres é realizada através do método Acil-
CoA sintetase – Acil-CoA óxido - 3-Metil-N-Etil-N-(ß-hidroxietil)anilina (ACS-ACOD-
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MEHA) que produz um pigmento vermelho diretamente proporcional a quantidade de 
ácidos graxos livres. O ensaio é feito em uma absorbância de 550nm e seu resultado 
é expresso em mg/dL. 
 
3.6.3. Glicogênio 
A mensuração dos estoques de glicogênio foi realizada após extração em 
meio alcalino, seguida da reação colorimétrica utilizando a mistura antrona-ácido 
sulfúrico como reagente cromogênico (Seifter et al, 1950). O princípio da reação 
baseia-se na reação dos resíduos de glicose com antrona. A quantificação foi 
realizada a partir de uma curva padrão de glicose. Os resultados são expressos em 
mg/mL.  
 
3.7. Análise estatística 
Os resultados são apresentados como média ± erro padrão (EP) e o nível de 
significância foi estabelecido em 5%. Para comparação entre os dados bioquímicos 
obtidos a partir dos grupos PS, REB, RS e CT foi feita análise de variância (ANOVA) 
de uma via. No entanto, para a comparação do peso entre os mesmos grupos, foi 
feita uma ANOVA de medidas repetidas (MANOVA), para analisar o efeito grupo 
(privações x controle) e o efeito tempo (antes X depois das privações). Em caso de 
significância das ANOVAs, foi feito o teste post-hoc de Bonferroni nos dados 
referentes ao peso, e Duncan para todos os outros parâmetros. Para avaliar os 
dados entre os grupos GH e CT GH foi feito teste-t de Student.  
Todos os dados foram computados e analisados utilizando o software 
STATISTICA 8.0 (SAS Institute Inc.). 
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3.8. Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP 
Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética da 
Universidade Federal de São Paulo, UNIFESP-EPM, nº 0524/09 (anexo). 
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4. RESULTADOS 
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4.1 Análises biométricas 
4.1.1 Peso corporal 
As tabelas 1, 2 e 3 apresentam a variação de peso ao longo de cada 
protocolo experimental, onde é possível observar que houve uma diminuição 
independente do protocolo, após a falta de sono. O grupo GH (Tabela 1) apresentou 
uma redução significativa após as 8h de privação total de sono, quando comparado 
ao tempo 0h (MANOVA: F(2,56)=43,73; p<0,0001 *Fator tempo; Post-hoc 
Bonferroni: p<0,0001) 
Tabela 1. Peso corporal em gramas após privação de sono total (Gentle 
handling) 
  0h 8h 
CT 43,73± 1,16 43,19±1,00 
GH 43,72±1,31 40,52±1,16* 
CT= controle; GH=gentle handling. Valores apresentados como media ± EP. N=16. *Diferente do 
tempo 0h.   
                
               Após 72h de privação de sono, pelo método das plataformas, também foi 
vista a redução de peso comparado ao tempo 0h, que se manteve baixo mesmo 
após as 24h de rebote de sono (MANOVA: F(2,56)=24,08; p<0,0001 *Fator tempo; 
Post-hoc Bonferroni: p<0,0001). 
Tabela 2. Peso corporal em gramas após privação de sono + rebote 
(Plataformas) 
  0h 72h 72h+24h rebote 
CT 38,87±1,03 39,37±0,99 38,70±1,08 
PS 39,05±1,06 37,06±0,93* 37,19±0,93* 
CT= controle; PS= privação de sono. Valores apresentados como media ± EP. N=8. *Diferente do 
tempo 0h. 
  
Finalmente, podemos observar que houve diminuição no peso dos animais 
restritos de sono a partir do primeiro dia de pesagem (dia 3), e o peso manteve-se 
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baixo até o final do experimento, quando comparado ao dia 0 (MANOVA: F(5, 
150)=7,02; p<0,0001 *Fator tempo; Post-hoc Bonferroni: p<0,0001). 
 
Tabela 3. Peso corporal em gramas após restrição de sono  
  
Dia 0 Dia 3 Dia 6 Dia 9 Dia 12 Dia 15 
CT 38,94±0,84 38,93±0,99 38,75±1,02 38,87±1,03 39,42±0,99 38,70±1,08 
RS 38,39±0,86 36,71±0,89* 36,55±0,95* 36,37±0,96* 36,67±1,03* 37,11±1,10* 
CT= controle; RS = restrição de sono. Valores apresentados como media ± EP. N=8. *Diferente do 
dia 0. 
 
 Para comparar a evolução do peso entre todos os grupos (CT x PS x RS x 
GH), foi feita a razão entre o peso médio final e o peso médio inicial (considerado 
100%) de cada grupo e, em seguida, feita a comparação (Figura 5). Curiosamente, 
embora todos os grupos se mostrassem estatisticamente diferentes do grupo CT, o 
grupo GH mostrou uma perda maior de peso (aproximadamente 8% do peso inicial) 
ao final do protocolo frente aos outros grupos (ANOVA: F(3,72)=11,59; p<0,0001; 
Post-hoc Bonferroni: p<0,01).  
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 Figura 5. Razão entre o peso final e inicial dos animais após todos os protocolos de privação de 
sono. CT = controle; PS = privação de sono; RS = restrição de sono; GH = gentle handling. Valores 
apresentados como media (em %). N = 8-16. *Diferente do grupo controle. 
 
4.1.2 Porcentagem de gordura 
 Houve uma diminuição progressiva da proporção de quantidade de gordura 
em função do tipo e do tempo da privação de sono (Figura 6). Os grupos PS, REB 
e RS apresentaram valores menores quando comparados ao grupo controle 
(ANOVA: F(3, 27)=8,31; p<0,0001; Post hoc Bonferroni: p<0,05). O grupo GH não 
foi diferente do grupo controle. 
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Figura 6.  Porcentagem de gordura periepididimal ao final de cada protocolo experimental. CT = 
controle; PS = privação de sono; REB = rebote; RS = restrição de sono; GH = gentle handling. Valores 
apresentados como média±EP. N = 8-16.  *Diferente do grupo controle 
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4.2 Análises metabólicas 
 Para as análises metabólicas, foi feita inicialmente uma comparação entre os 
controles, uma vez que a eutanásia dos animais foi feita em horários diferentes 
dependendo do grupo (PS, REB e RES – 10h; GH – 16h) o que poderia 
influenciar nos resultados, por tratarem-se de metabólitos que apresentam 
variação circadiana (Nicolau et al, 1983; Froy, 2007).  
 Na tabela 4, podemos observar que todos os parâmetros a serem analisados 
não tiveram alteração entre os grupos controles, exceto o lactato. Os valores de p 
referentes aos testes-t encontram-se na tabela. 
 
Tabela 4. Comparação entre os metabólitos dos grupos controles com 
diferentes horários de eutanásia 
Variáveis CT (10:00) CT GH (16:00) P 
Glicose 186,66 ±16,66 221,75±13,86 0,10 
Triglicerídeos 153,50±20,03 167,87±16,60 0,54 
Lactato 4,40±0,36 6,57±0,35 0,01* 
Ácidos graxos 0,63±0,04 0,54±0,04 0,12 
Corpos cetônicos 147,68±27,62 148,75±28,78 0,98 
Glicogênio hepático 81,42±16,03 113,96±26,24 0,31 
CT = controle; CT GH = controle gentle handling. Os valores estão expressos como médias, nas 
respectivas unidades de medida: glicose, lactato, triglicerídeos e ácidos graxos livres – mg/dL, corpos 
cetônicos – umol/L, glicogênio hepático – mg/mL. Teste-t, N = 5-8. 
 
Por essa razão, para todos os metabólitos os grupos serão comparados entre 
si e um único grupo controle (CT + CT GH) foi constituído, exceto para o lactato, 
cujos valores serão comparados apenas com seus respectivos grupos controle.  
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4.2.1 Glicose 
 Na figura 7, podemos observar que independente da metodologia e do 
protocolo realizado, não foram encontradas alterações nos níveis sanguíneos de 
glicose após a falta de sono (ANOVA: F(4,43)=1,42; p=0,24). 
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 Figura 7.  Níveis circulantes de glicose em sangue total. CT = controle; PS = privação de sono; REB 
= rebote; RS = restrição de sono; GH = gentle handling. Valores apresentados como média±EP. N = 
8-16.  
 
 
4.2.2 Lactato 
 Como o lactato foi o único metabólito que apresentou diferença entre os 
controles, as análises estão representadas por dois gráficos independentes. 
Primeiramente, podemos observar a figura 8a que após as 8h de privação total de 
sono houve uma diminuição nos níveis circulantes de lactato (Teste-t; p<0,05). Já na 
comparação entre os grupos PS, REB e RS não houve diferença significante quando 
comparados ao respectivo grupo controle (ANOVA F(3,24)=0,40; p=0,75). 
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Figura 8.  A. Níveis de lactato após 8h de privação total de sono (eutanásia tarde – 16:00). CT GH = 
controle; GH = gentle handling. B. Níveis de lactato após privação, rebote e restrição de sono 
(eutanáisa manhã – 10:00h). CT = controle; PS = privação de sono; REB = rebote; RS = restrição de 
sono. Valores apresentados como média±EP. N = 8-16. * Diferente do grupo controle. 
 
4.2.3 Triglicerídeos 
 Analisando os valores de triglicerídeos, podemos observar que houve 
variação após os protocolos experimentais (Figura 9 – ANOVA: F(4,43)=7,75; 
p<0,001; Post-hoc Duncan). O grupo PS mostrou-se diferente do grupo controle 
(p<0,001) e do grupo REB (p<0,01), demonstrando que as 24 horas de rebote foram 
capazes de retomar os níveis basais circulantes. Além disso, os grupos RS e GH 
também tiveram seus níveis diminuídos após o protocolo experimental (p<0,01 e 
p<0,05, respectivamente). 
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Figura 9.  Níveis circulantes de triglicerídeos em sangue total. CT = controle; PS = privação de 
sono; REB = rebote; RS = restrição de sono; GH = gentle handling. Valores apresentados 
como média±EP. N = 8-16.  *Diferente do grupo controle. #Diferente do grupo rebote. 
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4.2.4 Ácidos graxos livres 
 Assim como os triglicerídeos, os ácidos graxos livres também tiveram seus 
níveis diminuídos nos grupos PS e RS (ANOVA: F(4,39)=7,98; p<0,0001; Post-hoc 
Duncan:  p<0,0001), que também mostraram-se diferentes do grupo GH (Figura 10).  
Além disso, o grupo REB também apresentou níveis mais baixos quando comparado 
ao grupo CT (p<0,05). 
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Figura 10.  Níveis circulantes de ácidos graxos livres em soro. CT = controle; PS = privação de sono; 
REB = rebote; RS = restrição de sono; GH = gentle handling. Valores apresentados como média±EP. 
N=6-8.  *Diferente do grupo controle. ♦ Diferente do grupo GH. 
 
 
 
4.2.5 Corpos cetônicos 
 
 Os níveis de corpos cetônicos foram evidentemente mais altos apenas nos 
grupos PS e GH, que também se apresentaram diferentes dos demais grupos 
(Figura 11 – ANOVA: F(4,27)=10,14; p<0,0001; Post-hoc Duncan: p<0,01). 
* * 
♦ ♦ * 
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Figura 11.  Níveis circulantes de corpos cetônicos em soro. CT = controle; PS = privação de sono; 
REB = rebote; RS = restrição de sono; GH = gentle handling. Valores apresentados como média±EP. 
N = 5-7.  † Diferente dos grupos CT, REB e RS. 
 
4.2.6 Glicogênio hepático 
 A quantidade de glicogênio hepático foi menor apenas no grupo PS (Figura 
12), que teve os níveis aumentados após as 24h de rebote de sono (ANOVA: 
F(4,41)=3,37; p<0,05; Post-hoc Duncan: p<0,05). Além disso, o grupo PS também 
foi menor quando comparado ao grupo GH (p<0,01). Embora o grupo RS tenha se 
mostrado semelhante ao grupo CT, não teve diferença significante comparado com 
os outros grupos. 
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Figura 12.  Níveis de glicogênio hepático. CT= controle; PS= privação de sono; REB = rebote; RS 
= restrição de sono; GH = gentle handling. Valores apresentados como média±EP. N = 8. 
*Diferente do grupo controle. #Diferente do grupo rebote. & = Diferente do grupo GH. 
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5. DISCUSSÃO 
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  Como ponto principal a ser observado, a ausência de sono 
independentemente do método utilizado ou da duração do protocolo, interferiu no 
metabolismo basal dos animais. É importante ressaltar que aqui apresentamos 
dados de três protocolos diferentes que podem interferir em vários processos 
fisiológicos e, dessa forma, ter contribuído de maneira diferente para as alterações 
encontradas. No entanto, essas alterações encontradas apontam para um impacto 
semelhante, caracterizando um déficit energético (Tabela 5).  
 
Tabela 5. Resumo das alterações metabólicas encontradas em camundongos após 
diferentes protocolos de supressão de sono 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PS = privação de sono; REB = rebote de sono; RS = restrição de sono; GH = gentle handling 
 
A análise do peso corporal mostrou em todos os grupos experimentais 
comparados aos controles uma diminuição significativa evidenciando um balanço 
energético negativo (Tabelas 1, 2 e 3). Embora existam muitos estudos que 
envolvem a falta de sono, nossos resultados são compatíveis com aqueles 
encontrados na literatura. Dados do nosso grupo demonstraram que a privação de 
Grupo PS REB RS GH
Peso corporal
Glicose - - - -
Triglicerídeos -
Ácidos-graxos - -
Lactato - - -
Tecido adiposo -
Corpos cetônicos - -
Glicogênio - - -
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sono pelo método das plataformas múltiplas induz perda de peso (Suchecki & Tufik, 
2000; Suchecki et al, 2003; Andersen et al, 2004), o que já está bem estabelecido. A 
perda de peso após privação de sono foi também demonstrada no estudo de Martins 
e colaboradores (2008), mas nesse caso, de forma interessante, foi observado que 
existe também aumento do comportamento de roer, apontando para uma alteração 
comportamental associada às modificações metabólicas decorrentes da privação de 
sono em ratos.  
Quando se comparam estudos de restrição de sono, que aparecem em menor 
proporção na literatura científica, também encontramos resultados semelhantes. 
Embora a restrição tenha sido feita por outra metodologia, Barf e colaboradores 
(2012) verificaram uma diminuição do peso de ratos privados de sono por 8 dias 
através do método do disco-sobre-água acompanhada do aumento de ingestão 
alimentar. Da mesma forma, Everson e colaboradores (2009) mostraram redução do 
peso corpóreo apos um protocolo de 10 dias de restrição de sono em ratos, pela 
mesma metodologia. 
É importante ressaltar que a perda de peso acompanhada de hiperfagia tem 
se mostrado bastante reprodutiva por diferentes técnicas de privação de sono, 
variando de períodos de 24 horas a 20 dias (Cirelli & Tononi, 2005, Koban et al, 
2008; Martins et al, 2010; Martins et al, 2012). De forma geral, a privação de sono 
em ratos é caracterizada pelo paradoxo hiperfagia/perda de peso. Entretanto, o fato 
de haver a perda de peso em animais em detrimento do ganho, assim como ocorre 
em humanos, sugere que as razões pelas quais a privação de sono induz hiperfagia 
em ratos podem ser diferentes dos fatores observados em humanos. Entre as 
hipóteses propostas para tal diferença está o aumento da taxa metabólica basal, a 
permanência sob dieta isocalórica, além da privação de sono ser mais intensa nos 
modelos animais quando comparada aos estudos com humanos (Hanlon et al, 
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2005). A alteração no comportamento esteriotipado de roer (Martins et al, 2008), já 
citada anteriormente, também pode contribuir para este paradoxo. Além disso, é 
bem determinado que tanto as pessoas como os animais mudam suas preferências 
alimentares após a falta de sono, preferindo-se comidas mais calóricas (Dallman et 
al, 2003; Nedeltcheva et al, 2009). Um trabalho recente do nosso grupo mostrou que 
após a oferta de dieta padrão, dieta hipercalórica e dieta padrão líquida para ratos 
privados de sono por 96 horas pela plataforma única, houve um perfil metabólico 
semelhante entre os grupos padrão e hipercalórica – característico da mudança no 
comportamento de roer/jejum – com alta perda de peso acompanhada de um 
comportamento hiperfágico, enquanto no grupo dieta líquida houve uma perda de 
peso bem mais sutil, com o mesmo comportamento hiperfágico, evidenciando um 
real balanço energético negativo (Martins et al, 2012). 
Considerando os resultados obtidos com os camundongos do grupo GH, não 
há nenhum estudo sobre o peso e a privação total por 8h. A escolha de 8h 
consecutivas, que não é descrita na literatura para camundongos, é justificada pela 
busca de novas interferências, resultando em um protocolo mais intenso do que os 
utilizados previamente (Calegare et al, 2010; Longordo et al, 2011). No entanto, o 
mais curioso é que dentre os três protocolos o gentle handling, considerado agudo 
perante os outros, foi o que resultou em maior porcentagem de peso perdido (cerca 
de 8% do peso inicial) pelos animais.  
Inferimos que esses efeitos podem ser consequentes de possível jejum ou 
desidratação uma vez que já foi descrito que após a privação de sono há uma 
diminuição na expressão gênica e na atividade da enzima conversora de 
angiotensina (ECA) (Visniauskas et al, 2011), responsável pela síntese de 
angiotensina II, que exerce um papel importante no balanço eletrolítico (para revisão 
ver McKinley et al, 2003). Outra justificativa a se considerar seriam as condições 
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inerentes ao protocolo experimental, uma vez que comparado aos outros 
procedimentos, 8 horas pode ser considerado um período curto de tempo, não 
sendo possível uma adaptação dos animais às condições do experimento, reduzindo 
o consumo alimentar e a ingestão de água.  
Finalmente, somado ainda a estes fatores, o grau de estresse induzido pela 
técnica de privação, pode dificultar a comparação dos resultados entre os diferentes 
protocolos de privação de sono (Landis, 2005) e as possíveis interferências nos 
resultados gerados, dependentes de cada metodologia.  
  Apesar de alguns trabalhos prévios terem mostrado uma diminuição nos 
níveis de glicose após a privação de sono em ratos (Vondra et al, 1981; Rosa Neto 
et al, 2010), outros não mostraram alterações, mesmo na PS ou na RS (Martins, 
2007; Barf et al, 2012) indicando um dado controverso. No presente trabalho, não 
foram vistas mudanças em todos os protocolos realizados (Figura 7), sugerindo que 
outra via metabólica para rápida obtenção de energia pode ter sido ativada para 
manter os níveis normais de glicose na corrente sanguínea.  
  A idéia de que há um déficit metabólico durante a privação de sono é 
enriquecida pela observação de que há diminuição nos quantidade de triglicerídeos 
circulantes em todos os protocolos experimentais, caracterizando uma demanda 
imediata de fonte energética (Figura 9). Esses dados corroboram com estudos 
anteriores (Antunes et al, 2007; Rosa Neto et al, 2010; Martins et al, 2010) indicando 
um aumento da lipólise e confirmando o balanço energético negativo após todos os 
protocolos de privação de sono. Além disso, baixos níveis de ácidos graxos livres 
nos grupos PS e RS (Figura 10), protocolos de longa duração comparados ao gentle 
handling, confirmaram uma demanda ainda maior de energia.  
  Além disso, a perda progressiva da quantidade de massa gorda em relação 
ao peso total confirma esse déficit (Figura 6). Dados do nosso grupo demonstraram 
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que a privação de sono aumenta citocinas lipolíticas no tecido adiposo (Rosa Neto et 
al, 2010) confirmando que a falta de sono induz lipólise. Além disso, Koban e 
colaboradores (2006) mostraram que a privação de sono levou a um aumento da 
expressão gênica do NPY (orexinérgico) e uma redução da POMC (anorexinérigco) 
no hipotálamo de ratos. Tais mudanças foram atribuídas à redução nos níveis 
circulantes de leptina após o 5º dia de privação associada à perda de peso, 
especificamente de tecido adiposo, o que justifica os baixos níveis de leptina 
circulante e o aumento do consumo alimentar (Koban et al, 2008) (Figura 1). 
  Com isso, podemos concluir que o gasto energético nos animais dos grupos 
PS, RS e GH é superior aos animais CT, evidenciado pela redução nos níveis de 
estoque energético (triglicerídeos), energia de rápida utilização (ácidos graxos) e 
estoque de energia (massa de tecido adiposo). A ausência de mudança nas 
concentrações de massa gorda e de ácidos graxos livres no grupo GH pode ser 
devido ao curto espaço de tempo do procedimento de privação, que demonstrou um 
princípio de déficit metabólico devido aos baixos níveis de triglicerídeos comparados 
ao CT. 
  De forma interessante observamos que o lactato circulante, que apresentou 
concentrações diferentes ao longo do dia (Figura 8) e por isso foi analisado 
separadamente, mostrou-se diminuído apenas no grupo GH, após 8h de 
manipulação. Embora fosse esperado um aumento induzido pela maior demanda 
energética, uma vez que o lactato é produto da glicólise anaeróbia, provavelmente 
isso aconteceu nas primeiras horas experimentais. Após as 8h de privação total de 
sono, podemos sugerir que houve maior produção de energia através da recaptação 
do lactato pelo fígado e conseqüente gliconeogênese através do Ciclo de Cori 
(Nelson & Cox, 2000). 
 40 
 
  Ao analisar os corpos cetônicos, podemos observar que o grupo PS mostrou 
um aumento após a privação de sono e que o REB teve os níveis retomados ao 
basal, igualando-se aos níveis do grupo CT (Figura 11).  Além disso, o grupo GH 
também teve seus níveis elevados comparados aos outros grupos. Esse fato pode 
ser conseqüente de uma maior demanda de energia desses dois protocolos, 
diferentemente do grupo RS que não mostrou diferenças, indicando uma possível 
adaptação metabólica ao longo dos 15 dias experimentais. Esse dado corrobora 
com os baixos níveis de ácidos graxos verificados no grupo PS, justificando possível 
aumento da oxidação dos mesmos para síntese de energia – estratégia natural do 
organismo (Ilan et al, 1992). 
  Importante ressaltar, mais uma vez, que Martins e colaboradores (2008) 
descreveram que há uma alteração no comportamento alimentar de ratos a partir de 
48h de privação de sono pelo método da plataforma, quando grande parte da ração 
é desperdiçada. Sabe-se que parte desse comportamento estereotipado é 
conseqüente do aumento do tônus dopaminérgico, ou seja, o aumento dos corpos 
cetônicos pode ser um indicativo de jejum, sugerindo que nesses protocolos alguns 
dos efeitos metabólicos já descritos podem não ser consequentes apenas da falta de 
sono.  
  A redução nos estoques de glicogênio hepático, observada após privação 
pelo método da plataforma, já foi descrita anteriormente por nosso grupo (Martins et 
al, 2010). A partir de 48h de privação, os estoques já estavam reduzidos e 
permaneceram baixos até o final do experimento, inclusive após as 24h de rebote. 
Nesse trabalho, encontramos as mesmas alterações após a privação, no entanto o 
grupo REB não apresentou diferenças em relação ao CT (Figura 12). Apesar de não 
haver alterações nos níveis de glicose, independente do grupo experimental, essa 
diminuição pode ser explicada pela função homeostática do glicogênio em manter os 
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níveis de glicose e assim gerar energia aos tecidos periféricos. Cabe ressaltar 
também que as diferenças podem ser atribuídas às diferentes espécies utilizadas, já 
que no presente estudo foram utilizados camundongos. 
  Além disso, esse raciocínio pode ser complementado pela observação de que 
ocorrem elevados níveis de noradrenalina após a privação de sono (Martins et al, 
2010), o que aumenta a liberação de glucagon pelas células alfa do pâncreas e, em 
conjunto com a norepinefrina, estimulam a degradação do glicogênio hepático 
(Nelson & Cox, 2000). Tais mudanças nos níveis de glucagon são consistentes com 
o aumento na expressão gênica de NPY no hipotálamo já descrito anteriormente 
(Koban et al, 2006; Martins et al, 2010). Juntos, esses dados sugerem que a ação 
tônica dos neurônios orexinérgicos pode levar ao aumento de glucagon e redução 
de glicogênio hepático através da ativação simpática. Além disso, esses dados 
corroboram com o aumento de lipólise, uma vez que essa condição estimula a 
atividade da lipase hormônio sensível e diminui a lipogênese por inibir a ação da 
insulina nos adipócitos (Nelson & Cox, 2000).  
  Outra justificativa para a alteração nos níveis de glicogênio é o estresse 
associado ao procedimento experimental ou à falta de sono, uma vez que Martins e 
colaboradores (2012) mostraram que mesmo com a oferta de uma dieta líquida, 
quando há um comportamento hiperfágico real, ocorre diminuição nos estoques de 
glicogênio. 
  Por outro lado, não foram vistas alterações nos níveis de glicogênio hepático 
nos grupos RS e GH. Trabalhos anteriores mostram que não há alteração nos níveis 
de glucagon após a restrição de sono em ratos por 21 dias (Martins et al, 2010), 
sugerindo que não há necessidade de suprimento de glicose, pelo menos via 
glicogenólise. Dessa forma, podemos sugerir que o mesmo pode ocorrer com 
camundongos no protocolo de 15 dias de restrição de sono. Por outro lado, 
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considerando o protocolo de gentle handling, apenas 8 horas podem não ter sido 
suficientes para ativar as vias da glicogenólise e, dessa forma, não produzir 
diminuição significativa nos níveis de glicogênio (Figura 12). 
  Finalmente, podemos verificar que todos os protocolos empregados nesse 
trabalho resultaram em uma mudança no metabolismo basal dos animais, 
independente do tempo e da intensidade do protocolo. Além disso, nossos dados 
sugerem que a restrição de sono parece ser o protocolo ideal para ser usado em 
estudos entre sono e metabolismo, uma vez que apresentou alterações semelhantes 
ao outros grupos, porém não demonstrou interferência da metodologia como, por 
exemplo, o jejum. Embora haja interferência inerente a cada protocolo, como o 
estresse evidenciado por altos níveis de corticosterona (Suchecki et al, 1998; 
Calegare et al, 2010; Zant et al, 2011) ou mudanças no comportamento de roer 
(Martins et al, 2008), nossos resultados foram consistentes com outros trabalhos 
presentes na literatura, que descrevem mudanças no padrão metabólicos dos 
animais após diferentes períodos e métodos de privação de sono, confirmando que 
essas mudanças são reais e que o sono tem um papel importante na homeostase 
energética.  
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6. CONCLUSÕES 
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Independente da metodologia e da duração da privação de sono, todos os 
protocolos apresentaram interferência no metabolismo dos animais, evidenciando 
um balanço energético negativo.  
 
Todos os grupos tiveram perda de peso após a supressão de sono. Quando 
comparada a porcentagem de perda entre os protocolos, verificou-se que o GH 
foi o método mais agressivo, perdendo aproximadamente 8% do peso total inicial. 
 
O grupo GH foi o único que mostrou alterações nos níveis de lactato, 
caracterizando uma via alternativa para obtenção de energia, diferente dos 
protocolos mais longos. Além disso, algumas das alterações aparentam ser 
interferência de fatores associados à metodologia, como o jejum/sede. 
 
O grupo PS mostrou o maior número de alterações metabólicas, porém assim 
como no GH, algumas aparentam ser interferência de fatores associados à 
metodologia. Os níveis basais dos metabólitos alterados com a privação de sono 
foram retomados após 24h de REB, exceto para as características de longo 
prazo (peso e gordura). 
 
O estoque de glicogênio hepático foi reduzido apenas no grupo PS, sendo que os 
níveis retornaram ao basal após 24 de REB, sugerindo que houve maior 
demanda energética associada a fatores indutores de glicogenólise, que podem 
estar relacionados à metodologia.  
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Embora o grupo RS apresente uma adaptação metabólica ao longo dos 15 dias 
experimentais, demonstrou um déficit metabólico consequente de balanço 
energético negativo, sugerindo que este seja o melhor protocolo para verificar os 
reais efeitos da falta de sono relacionados ao metabolismo. 
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8. ABSTRACT 
 60 
 
Sleep loss has been associated to many metabolic alterations such as negative 
energy balance, higher levels of ghrelin and corticosterone, lower levels of leptin and 
body weight loss. Nowadays, different methods of sleep deprivation have been used, 
mainly in rodent models. The aim of this study was to compare three protocols of 
sleep deprivation in mice and evaluate possible metabolic alterations associated to 
these methods. Male Swiss mice aged 3-months-old were (a) sleep deprived (SD) by 
platform for 72 hours; (b) SD for 72h followed by 24 hours of sleep rebound (REB); 
(c) sleep restricted (SR) for 15 days also by the platform method; or (d) total sleep 
deprived by gentle handling (GH) for 8 hours. Body weight, fat mass, glucose, 
triglycerides, lactate, glycogen, ketone bodies and free fatty acid were quantified and 
compared between groups. We observed that regardless the method used or length 
of sleep deprivation procedure, basal metabolism of animals was affected. Compared 
to normal sleep controls, SD group presented lower levels of triglycerides, free fatty 
acid, liver glycogen stocks, body weight and fat mass, while ketone bodies was 
higher. On the other hand, REB group recovery all parameters altered by sleep 
deprivation, except for body weight and fat mass. SR group showed alterations only 
in triglycerides, free fatty acids, body weight and fat mass, which decreased after the 
procedure. Finally, GH presented increased ketone bodies, lower concentrations of 
triglycerides, body weight and different from all other groups had lower levels of 
lactate. Data obtained suggest that GH group have other mechanism to reach 
enough energy to compensate metabolic deficit during total sleep deprivation while 
sleep deprivation by platform seems to be more aggressive. On the other hand, SR 
protocol looks like the best option to further studies involving absence of sleep and 
metabolism. Our results were consistent with other methodologies reported in the 
literature, representing a real change in the metabolic pattern of the animals after 
different periods and methods of sleep deprivation. 
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9. ANEXO 
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9.1 Comitê de ética em pesquisa - UNIFESP 
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